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RESUMEN

El desarrollo y uso de los reactivos fijadores para tejidos, se incrementd a
principios del siglo XX, con fines de preservar las muestras que serian procesadas
“histologicamente” mediante infiltracion de parafina (o resina) y con fines de
realizar estudios histoldégicos o histopatolégicos; asi los reactivos fijadores
desarrollados en esa época se apreciaban basicamente por la calidad de la
conservacion morfologica en las muestras.

Dentro de estos reactivos fijadores tenemos: Formol, etanol, glutaraldehido,
acetona, acido acético, acido picrico, cloruro de mercurio y mezclas fijadoras como
Bouin, Carnoy, Zenker, Helly’s, Shaudinn, Médller, Orth, entre otros. Existen
algunos reactivos fijadores como el formol, acetona, glutaraldehido, los cuales
también permiten la aplicacion de técnicas histoquimicas o inmunohistoquimicas.
También en el siglo XX se desarrollaron fijadores que permiten que los tejidos
sean estudiados y observados a través del microscopio electronico tal es caso del:
tetradxido de osmio, etanol y el glutaraldehido. Sin embargo, estos reactivos
fijadores, no permiten la aplicacion de técnicas de biologia molecular como es el
caso del PCR, aislamiento y clonacion de fragmentos de DNA y RNA e hibridacion
in situ, entre otras.

A finales del siglo XX y principios del siglo XXI, surgen los “nuevos reactivos
fijadores”, que permiten estudios histolégicos, aplicacion de técnicas histologicas
(histoquimica, inmunohistoquimica, etc.) y aplicacion de técnicas de biologia
celular y molecular.

La finalidad de este trabajo fue investigar de manera documental los nuevos
reactivos fijadores que permiten todo lo anterior, mencionando sus caracteristicas,

usos, ventajas y desventajas.



INTRODUCCION

En el afio de 1683, Leeuwenhoek observa células procariontes por primera vez,
este es uno de los momentos mas interesantes de la ciencia y la medicina,
porque a partir de ahi se desarrolla una gran cantidad de experimentos e
investigaciones disefiados para poder estudiar y describir a las células y demas
estructuras que conforman a los individuos. Estos hechos ocasionaron la
necesidad de desarrollar técnicas y utilizar sustancias quimicas para conservar a
las células y los tejidos lo mas parecido posible a su estructura in vivo, ademas de
tener otras caracteristicas como evitar putrefaccion, autolisis y deformaciones
entre otras cosas (Alberts et al, 2008, Garthner et al. 2002).

Durante el siglo XX se perfeccionaron técnicas como el procesamiento histologico
en donde las muestras de tejidos después de ser fijadas, eran sometidas a una
infiltracion de parafina o de resina para obtener rebanadas de tejidos que al ser
coloradas eran observadas mediante microscopia, con lo anterior se empez0 a
definir la estructura de los tejidos y las alteraciones patologicas que en ellos se
presentaban durante las enfermedades. Asi también se desarrollaron técnicas de
fijacion para preservar las muestras de tejidos, mejorando las condiciones y asi
proporcionar una mejor observacion de tejidos sanos con fines didacticos y de
investigacion, asi como tejidos afectados por enfermedades, los cuales
permitieron el desarrollo de técnicas de diagnostico cada vez mas efectivas.
(Alzola, 2001).

Hoy en dia, el reto es mayor, ya que existen una gran cantidad de aplicaciones en
donde se utilizan las biopsias 0 muestras de tejidos, para fines de diagndstico o de
investigacion y esto sigue en aumento, al tiempo que se desarrollan y
perfeccionan mas técnicas. (Aimale M.A.y Gatti Chr. J., 2004).

Por lo anterior, se requiere el desarrollo de técnicas de fijacion novedosas que
permitan obtener tejidos, células y sus elementos quimicos en condiciones
Optimas que permitan la aplicacion de las nuevas técnicas histolégicas y/o

moleculares.



MARCO TEORICO

Dentro de las técnicas mas utilizadas para el estudio de células y tejidos, se
encuentra el procesamiento histologico el cual es muy empleado para estudios de
la histologia normal y diagnosticos histopatoldgicos incluyendo los diagnésticos
rapidos a partir de biopsias de tejidos. (Bancroft et al. 2008; Martinez et al. 2008)

El procesamiento histolégico comienza con la obtencion del tejido que seréa el
“objeto de estudio”. En el caso de los tejidos animales tenemos dos opciones para

obtener la “muestra” de tejido a estudiar: a) Colectar una porcién de un tejido u

organo; b) Procesar el animal completo. (Bancroft et al. 2008; Martinez et al.
2008)

En cualquiera de los casos anteriores, las muestras deben ser sometidas a un

proceso de “fijacion” que ayude a evitar autolisis y putrefaccion, al tiempo que
mantiene su integridad estructural, asi para lograr una fijacion, las muestras son

colocadas en soluciones quimicas denominadas “Fijadores”, los cuales preservan

la integridad de las estructuras celulares y tisulares durante el resto del

procesamiento histolégico. También se pueden utilizar métodos fisicos como

aplicar “aire seco” o una “congelacién” la cual también proporciona una estructura
adecuada de las moléculas de las células y tejidos (Azazola et al. 2001; Bancroft
et al. 2008; Mora et al. 2010).

La fijacion quimica es la mas utilizada en las muestras histologicas, con el fin
principal de detener la autolisis postmortem y la putrefaccion, ya que éstas son las
causas principales de las modificaciones drasticas que experimentan las células al
morir. (Banks, 1996, Estrada et al. 1982, Azazola et al. 2001; Bancroft et al. 2008).
Para prevenir la autolisis, se tiene que evitar la accion de las enzimas celulares, ya
gue cuando cesa la actividad de la célula, las enzimas en vez de colaborar en el
proceso de sintesis protoplasméatica actian de manera inversa, ocasionando lisis
en las estructuras celulares lo cual se conoce como autolisis postmortem. Por otro
lado, también se debe evitar el crecimiento de bacterias porque ocasionan
putrefaccion, es decir destruyen los tejidos. (Banks, 1996, Estrada et al. 1982,
Alzola et al. 2001; Bancroft et al. 2008).



Los métodos de fijacion actuan como si se tomara una “fotografia del tejido” que
se mantendrd hasta su observacién; asi los propdésitos de una fijacion adecuada
son: a) preservar los elementos quimicos de la célula, evitando distorsiones y
alteraciones en su estructura, b) preservar la morfologia lo mas parecido a cuando
el animal estaba vivo y c) evitar el crecimiento bacteriano para que los tejidos y
células no se vean afectados por la putrefaccion. (Arun et al. 1980; Estrada et al.
1982, Banks, 1996, Alzola et al. 2001; Bancroft et al. 2008)

Sin embargo, la manera de actuar de los fijadores sobre los componentes
tisulares, es muy variable y depende de cada fijador en particular y aunque
algunos de ellos tienen efectos similares, no todos los fijadores o métodos de
fijacion tienen las mismas ventajas, ya que a veces se pueden afectar algunas
caracteristicas tisulares que queremos observar y por lo tanto tenemos que
recurrir a una fijacién muy particular, por ejemplo si queremos observar lipidos no
podemos utilizar quimicos como los alcoholes porque se destruyen los lipidos
(Estrada et al. 1982; Alzola 2000; Bancroft et al. 2008; Mora et al. 2010).

Después de la fijacion se procede a incluir el tejido en parafina o resina, se corta
en rebanadas delgadas (micr6tomo), se tifie, se agrega un reactivo conservador
tipo resina y se puede observar al microscopio (Estrada et al. 1982; Alzola 2000;
Bancroft et al. 2008; Mora et al. 2010).

Es muy importante resaltar que “si existe un dafio al tejido” ocasionado por una
mala fijacion, el dafio no se podra revertir y en algunos casos se tendra que volver
a colectar la muestra, lo cual no siempre se puede lograr. (Estrada et al. 1982;
Alzola 2000; Bancroft et al. 2008; Mora et al. 2010; Martinez et al. 2008)

Lo anterior implica que antes de tomar una muestra o biopsia, se debe pensar en
el estudio o fin que tendra para poder elegir el reactivo fijador mas indicado; y
para esto se requiere conocer de manera veraz y detallada toda la gama de
reactivos fijadores que a la fecha se han desarrollado, asi como sus ventajas y
desventajas, con el fin de poder optimizar sus aplicaciones en las ciencias
médicas y biologicas (Estrada et al. 1982; Alzola 2000; Bancroft et al. 2008; Mora
etal. 2010; Cui 2011).



Existen fijadores muy conocidos que de manera tradicional se han utilizado para el
procesamiento histologico entre los cuales se puede mencionar el Formol

(formalina) buferado (5-10%) que consiste en una solucion de Formaldehido

(37% peso sobre volumen) en concentraciones del 5 al 10% en una solucién
buferada de fosfatos a pH cercano a 7.0 (6.8-7.2), con una temperatura de 25°C.
Este fijador a nivel molecular actia ocasionando enlaces covalentes cruzados en
las proteinas celulares y tisulares, o que permite mantener una estructura estable.
El formol buferado es el fijador mas conocido y probablemente el méas utilizado. En
la utilizacion para procesamiento histolégico tiene ventajas como lograr una
fijacion a las 24 horas y desventajas como no poder utilizar las muestras de
manera directa cuando se van a colorear con una tincion tricrémica; asi el formol
buferado, minimiza la pérdida de componentes celulares como proteinas, péptidos
y lipidos evitando la destruccion de las estructuras macromoleculares y organelos
como reticulo endoplasmico, membranas nucleares, lisosomas y mitocondrias.
Hablando de otros usos, como el caso de la biologia molecular induce cambios y
fragmentacion en la estructura del acido ribonucleico (RNA) y desoxirribonucleico
(DNA), desventajas que limitan su uso para biologia molecular, ya que en
muestras fijadas con formol buferado no se puedan realizar diagnosticos
moleculares como en el caso de un diagnostico mediante la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa Reversa (PCR) (Estrada et al. 1982; Alzola 2000; Bancroft et al.
2008; Mora et al. 2010; Cui 2011).

Por esta razon para realizar un diagnostico molecular, cominmente se utilizan

muestras frescas 0 congeladas de tejidos, las cuales permiten obtener RNA o
DNA de excelente calidad pero con la desventaja de que no proporcionan una
“‘morfologia celular adecuada” que pueda ser util con fines de diagndstico
histopatoldgico (Delfour et al. 2006; Cui 2011,).

Hoy en dia, el estudio citologico se ha ampliado incluyendo y asociando las
diferentes disciplinas de la ciencia biologica, por lo que se han realizado
investigaciones para desarrollar un reactivo comun para diagndosticos
histopatoldgicos y moleculares, por ejemplo se han probado reactivos fijadores

como el Methacarn, FineFIX, HOPE y RCL2, los cuales permiten una fijacién
10




adecuada en la muestra de tejido, a partir de la cual se pueden realizar estudios
histolégicos, inmunohistoquimica, hibridacion in situ, extraccion de RNA, DNA, asi
como PCR, y PCR en tiempo real. Estos son ejemplos de reactivos novedosos
qgue logran una fijacion adecuada, permitiendo diagnosticos histopatoldgicos y
moleculares (Morales et al. 2002, Shibutani et al. 2000, Uneyama et al. 2002;
Delfour et al. 2006).

JUSTIFICACION

El interés de realizar esta investigacion documental se debe a que dentro de la
Medicina Veterinaria y la gran mayoria de las Ciencias BiolOgicas, el reactivo
fijador mas conocido y utilizado es el formol buferado (10%), el cual presenta

desventajas; mientras que existen reactivos con desarrollo novedoso, que pueden
utilizarse para obtener diagndsticos histopatologicos y moleculares, pero que
desafortunadamente son poco conocidos o completamente desconocidos.

Por tal motivo es indispensable contar con una investigacion documental que sea
actualizada, profunda y analizada, para proponer de manera concreta los usos y
aplicaciones de los novedosos reactivos fijadores en la Medicina Veterinaria y

Ciencias Biologicas relacionadas.
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OBJETIVOS

Objetivo general: Realizar una investigacion documental sobre los reactivos
fijadores que actualmente se pueden utilizar para el procesamiento histolégico y
otros usos biolégicos como las técnicas de inmunohistoquimica y biologia
molecular.

Objetivos particulares:

1. Investigar cuales son los principales reactivos fijadores que se pueden
utilizar para el procesamiento histolégico y para otros usos biolégicos como
inmunohistoquimica, aislamiento de DNA, RNA, entre otros.

2. Describir las caracteristicas principales de cada uno de los reactivos
fijadores.

3. Describir sus usos y aplicaciones en el procesamiento histologico,
diagnastico y bioldgico.

Describir las ventajas y desventajas de cada uno de los reactivos fijadores.
Proponer de manera concreta los usos y aplicaciones de los reactivos

fijadores en la Medicina Veterinaria y las Ciencias Biologicas.

12



METODOLOGIA

El presente estudio se bas6 en una investigacion documental, fundamentada en el

método cientifico y en la busqueda de informacion relevante. Considerando que el

método cientifico es una sucesion de pasos ligados entre si, se establecieron las

fases con un orden légico, concretando la siguiente metodologia:

1.

SR

Seleccién del tema.
Planeacion del trabajo.

Acopio de informacion.
Andlisis.

Establecimiento de resultados.
Redaccion de la tesis.

Durante la fase de acopio de informacion se utilizaron las siguientes fuentes de

informacion:

1. Bases de datos.

2. Revistas especializadas.

3. Memorias de congresos.

4. Tesis.
5. Libros.

6. Internet.

13



RESULTADOS

Los resultados de esta investigacion documental se han dividido en tres partes:

|. Fijadores Simples.

Il. Fijadores Compuestos (mezclas).

lll. Fijadores de Reciente Creacion.
La informacion de obtenida para cada uno de los reactivos fijadores se sintetizo y
clasificé en 4 rubros:

e Caracteristicas

e Usos

e Ventajas y

e Desventajas
I. FIJADORES SIMPLES

Son reactivos que han sido utilizados mediante soluciones, pero sin mezclarse con
otros reactivos, su empleo presenta ventajas y desventajas, lo cual los limita y no
les permite ser utilizados como reactivos “universales” de fijacion, a pesar de que
en la préactica diaria son muy empleados, como en el caso del formol.
Entre los mas utilizados tenemos:

e Formol

e Tetradxido de Osmio

e Glutaraldehido

e Cloruro de Mercurio

e Acetona

e Etanol

e Acido Acético

e Acido Picrico

14



FORMOL

Caracteristicas: Su composicion quimica es H,C=0, lo cual corresponde a un

grupo carbonilo que va unido a un &tomo de hidrogeno y a un grupo alquilo, que
es la solucién incolora de olor purgante a formol. Tiene gran solubilidad, ya que es
miscible en agua en todas las proporciones. Su masa molecular relativa es de
30.30 gr. Y como gas es de 1.04. Tiene sinébnimos como, Metanal, Aldehido
férmico, Formaldehido, Formalina. (Brancoft et al. 2008, Cook 2006, Morel et al.
2003)

Es un compuesto quimico, especificamente un aldehido (el mas simple de ellos)

es altamente volatil y muy inflamable. Se obtiene por oxidacion catalitica del

alcohol metilico. A temperatura normal es un gas incoloro de un olor penetrante,

muy soluble en agua y en ésteres. El formaldehido por ser gas se prepara en
soluciones acuosas al 40 % y se conocen con el nombre de formol. El formol es
un liquido incoloro de olor penetrante y sofocante; estas soluciones pueden
contener alcohol metilico como estabilizante. Puede ser comprimido hasta el
estado liquido; su punto de ebullicion es -21 °C. Tiene muchos grupos no-aldehido
gue se disuelve en agua (400 L gas /L de agua a 20 °C). La solucion se degrada
lentamente bajo formacion de paraformaldehido, el polimero del formol. También
puede formarse el trimero ciclico. La oxidacion del formol da acido férmico y en
una segunda etapa agua y dioxido de carbono. (Brancoft et al. 2008, Cook 2006,
Kiernan 1990, Ojeda 1997)

El mecanismo de accion del formol consiste en reaccionar con las proteinas
celulares y &cidos nucleicos (DNA, RNA), estabilizandolos mediante la formacion
de enlaces covalentes; también modifica los nucledétidos al reaccionar con grupos
amino libres. (Morel et al. 2003, Kiernan 1990)

La solucion de agua con formol forma hidrato de metileno y el metilenglicol que es

el primer paso para la fijacién. El hidrato de metileno reacciona con las cadenas
laterales de varias proteinas para formar grupos reactivos secundarios de
hidroximetilo (-Ch2-OH). En el caso del formol amortiguado (tamponada o

buferado) neutro, ocurre lo anterior con tiempos cortos de fijacion (24 horas)
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presentdndose la formacién de cadenas laterales hidroximetilo como reaccién
primaria y caracteristica. En el DNA (ADN) desnudo y libre, la formacion de
enlaces covalentes cruzados (reacciones de reticulacion) comienzan a partir de la
adenina-timidina, y aumentan cuando se incrementa la temperatura. Las cadenas
laterales de los péptidos o proteinas son mas reactivas con el hidrato de metileno
y por lo tanto tienen mayor afinidad por el formol, formando enlaces covalentes
cruzados con aminoéacidos como lisina, cisteina, histidina, arginina, tirosina y
grupos reactivos con hidroxilo de serina y treonina. (Arun et al. 1980, Brancoft et
al. 2008)

El formol conserva la mayoria de los lipidos, especialmente si la solucion fijadora
contiene iones de calcio. Las reacciones quimicas del formol con lipidos
(condiciones normales de fijacion), ocurren con los grupos amino como el fosfatidil
etanolamina, y es aparentemente reversible mediante el lavado con agua.
(Martinez et al. 2008)

El formol no reacciona de forma significativa con los carbohidratos, esto permite
gue todas las mucosustancias comunes puedan demostrarse después de la
fijacion con formol, aunque pierde cantidades apreciables de glucégeno.
(Martinez et al. 2008)

Usos: El formol es el fijador mas comun utilizado, asi los tejidos fijados en formol y

embebidos en parafina representan la fuente mas ampliamente disponible para los
estudios histolégicos retrospectivos, por lo que de esta manera se archivan en una
gran cantidad de departamentos patologicos (Artz et al. 2011,Cook 2006)

El formol también se utiliza para la conservacién de cadaveres frescos y otras
muestras biologicas generalmente en una solucion al 5% en agua. (Brancoft et al.
2008, Kiernan 1990).

Para estudios de histologia e histopatologia, generalmente se utiliza una solucién
neutra amortiguada (tamponada o buferado) del 2 al 10% de formol. (Brancoft et
al. 2008, Kiernan 1990)
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Ventajas: Permite el almacenamiento de muestras bioldgicas a largo plazo;
ademds tiene una rapida y buena penetracién en los tejidos. Lo anterior ha
definido al formol como un reactivo fijador universal. (Mathew 1998, Brancoft et al.
2008, Kiernan 1990)

Es muy recomendable para las técnicas de inmunohistoquimica. (Brancoft et al.
2008)

El vapor de formol puede ser utilizado como un fijador para frotis celulares.
(Mathew 1998, Brancoft et al. 2008, Kiernan 1990)

Fija los lipidos complejos, por lo que conserva bastante bien las mitocondrias y el

aparato de Golgi. (Mathew et al. 1998)

Precipita las proteinas entrecruzando con los grupos amino, carboxilo e indol de
las proteinas, y produce uniones de Metileno con proteinas y otras moléculas
adyacentes, estabilizando la estructura celular mediante las interacciones

proteina- proteina. (Kiernan 1990, Martinez et al. 2008; Brancoft et al. 2008)

Desventajas: A elevada concentracion puede provocar lisis de las membranas.
(Brancoft et al. 2008; Martinez et al. 2008)

La formacion de enlaces covalentes cruzados (reticulacion de las moléculas
proteicas) con el formol es mucho mas lento que las reacciones quimicas que
ocurren con otros agentes fijadores, y en ocasiones requieren de 1 a 2 semanas
para la terminacion completa a temperatura ambiente. Para efectos de
histoquimica, los tejidos son comunmente fijados de 12 a 24 horas a una
temperatura de 4°C, pero muchos métodos no histoquimicos especialmente para
sistema nervioso funcionan mejor después de la fijacibn completa. (Brancoft et al.
2008; Martinez et al. 2008)

Periodos muy largos de almacenamiento en el formol dan como resultado

soluciones de endurecimiento excesivo, pérdida de sostenibilidad de los nucleos y

(con soluciones acidas) se ven depésitos de color café llamados “pigmentos de

formol”. Esta es una “hematina” formada por la degradacion del acido de la
hemoglobina. La hematina puede ser eliminada por tratamiento de las secciones

con una solucién alcohdlica de acido picrico o con cualquiera de una variedad de
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agentes oxidantes de alcalis. El “pigmento” no se forma si la soluciéon de formol
esta amortiguada (tamponada o buferado) la neutralidad. (Brancoft et al. 2008;
Martinez et al. 2008)

El formol modifica las bases de &cidos nucleicos reduce o bloquea el

apareamiento de bases necesarias para el andlisis molecular mediante técnicas
de hibridaciébn. También es responsable de enlaces cruzados a otras
macromoléculas que reducen el rendimiento del ARN extraido. (Arun et al. 1980;
Kiernan 1990, Martinez et al. 2008; Brancoft et al. 2008).
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TETRAOXIDO DE OSMIO

Caracteristicas: Su férmula es OsO4 El Os (VIII) forma complejos tetraédricos

cuando esta enlazado a cuatro ligandos. Estas estructuras tetraédricas también
son observadas para otros 0xidos relacionados electronicamente como el Mn O,y
Cr O4. El osmio en OsOq4 tiene un estado de oxidacién formal de +8, siendo el mas
alto estado de oxidacion conocido para un metal de transicion. El atomo de osmio
tiene ocho electrones en la capa electrénica de valencia. Si se asume que dos
electrones son donados por cada uno de los cuatro ligandos 6xido, la cuenta total
de electrones para el complejo es 16, tal como también se observa para las
especies isoelectrénicas permanganato y cromato. (Tetradxido de Osmio.
URL:http://es.wikipedia.org/wiki/Tetr%C3%B3xido_de_osmio; Bancroft, 2008)

El OsO4 es formado lentamente cuando el polvo de osmio reacciona con O, a

temperatura ambiente. La reaccion de grandes cantidades de solido requiere
calentamiento a 400 °C. El tetraoxido de osmio existe como un solido cristalino
color amarillo palido a café (simetria cristalina monociclica) con un caracteristico
olor acre parecido al cloro. ElI nombre del elemento se deriva del griego osme,
para olor. El OsO, es volatil: se sublima a temperatura ambiente. Es soluble en un
amplio rango de disolventes organicos y moderadamente solubles en agua, con la
cual reacciona reversiblemente para formar acido 6smico. (Tetradxido de Osmio.
URL:http://es.wikipedia.org/wiki/Tetr%C3%B3xido_de_0smio)

El tetradxido de osmio puro es aparentemente incoloro y se ha sugerido que su
color amarillo es debido a impurezas de dioxido de osmio (OsO,). La molécula de
tetroxido de osmio es tetraédrica y por lo tanto es no-polar. Esta no-polaridad

ayuda al OsO,4 a penetrar las membranas celulares cargadas. EI OsO, es 518

veces mas soluble en CCl; que en agua. (Tetradéxido de Osmio.
URL:http://es.wikipedia.org/wiki/Tetr%C3%B3xido_de _0smio)

Es un sdlido toxico, volatil, y soluble en agua. Los sitios de accion incluyen los
grupos quimicos disulfuro, sulfhidrilo, fendlico, hidroxilo, carboxilo, amida y grupos
heterociclicos. Se sabe que también interactia con los acidos nucleicos,

especialmente con 2,3 glicol en el resto en grupos de ribosa terminales y los
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dobles enlaces 5,6 de los residuos de timina. (Tetradéxido de Osmio.
URL:http://es.wikipedia.org/wiki/Tetr%C3%B3xido_de osmio)

La reaccion mas caracterizada con el OsO4 es su reaccion con enlaces no
saturados de lipidos y fosfolipidos. En esta reaccion el OsO4 en su estado de
valencia 8 se convierte en estado de valencia 6, que es incolora. (Tetradxido de
Osmio. URL:http://es.wikipedia.org/wiki/Tetr%eC3%B3xido_de 0osmio)

Usos: Se utiliza en microscopia electronica de transmision (MET) para
proporcionar contraste a la imagen.

También es utilizado para contrastar lipidos. (Tetradéxido de Osmio.
URL:http://es.wikipedia.org/wiki/Tetr%C3%B3xido_de osmio; Bancroft, 2008)

En la microscopia electronica de barrido (MEB) sirve como alternativa al
recubrimiento con metales. En la tincion de la membrana plasmatica, el tetradxido
de osmio enlaza regiones de la cabeza de los fosfolipidos, creando asi un
contraste con el citoplasma. Adicionalmente, el tetraoxido de osmio es usado
también para fijar muestras bioldgicas en conjuncién con HgCl,. (Tetradxido de
Osmio.URL:http://es.wikipedia.org/wiki/Tetr%C3%B3xido_de_0osmio; Bancroft,
2008)

Sus rapidas habilidades mortales son usadas para matar rapidamente
especimenes como protozoarios. (Tetradxido de Osmio.
URL:http://es.wikipedia.org/wiki/Tetr%C3%B3xido_de_osmio)

El tetroxido de osmio es también usado para tefiir lipidos en microscopia 6ptica.

Ventajas: El OsO, es un agente de tincibn ampliamente usado en microscopia
electronica de transmision (MET) y microscopia electronica de barrido (MEB)
como alternativa al recubrimiento con metales. También el OsO, estabiliza
muchas proteinas transformandolas en geles sin destruir caracteristicas
estructurales. (Tetradxido de Osmio. URL:
http://es.wikipedia.org/wiki/Tetr%C3%B3xido_de 0osmio)
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Las proteinas de tejidos que son estabilizadas por el OsO4 no son coaguladas por
alcoholes  durante la  deshidratacion. (Tetradxido de  Osmio.
URL:http://es.wikipedia.org/wiki/Tetr%C3%B3xido_de_0smio)

Desventajas: El OsO, Es altamente venenoso, incluso a bajos niveles de

exposicion, y debe ser manejado con las precauciones apropiadas. (Tetradxido de
Osmio. URL:http://es.wikipedia.org/wiki/Tetr%C3%B3xido_de_osmio; Bancroft,
2008

El OsO, puede tefiir la cérnea humana, y puede llevar a la ceguera si no se

observan las adecuadas precauciones de seguridad. El limite de exposicién
permisible para el tetroxido de osmio (en un tiempo de 8 horas para una persona
con un peso promedio) es de 2 pg/md (Tetradxido de Osmio.
URL:http://es.wikipedia.org/wiki/Tetr%C3%B3xido_de osmio; Bancroft, 2008)

El tetréxido de osmio puede penetrar plasticos y por tanto debe ser almacenado
en vidrio en un lugar frio. (Tetraoxido de Osmio.
URL:http://es.wikipedia.org/wiki/Tetr%C3%B3xido_de _0osmio)

Los nucleos fijados con Osmio y deshidratados con alcohol pueden mostrar
aglutinacion prominente del ADN. Este artefacto se puede prevenir mediante la
prefijacidbn con permanganato de potasio y la post-fijaciébn con acetato de uranilo o
mediante la adicién de iones calcio y triptéfano durante la fijacion. (Tetradxido de
Osmio. URL:http://es.wikipedia.org/wiki/Tetr%C3%B3xido_de 0smio)

La fijacion de tetroxido de osmio causa inflamacion del tejido que se invierte

durante las etapas de la deshidratacién; esto puede minimizarse mediante la
adicion de cloruro de calcio o sodio para fijadores que contiene osmio. (Tetradxido
de Osmio. URL:http://es.wikipedia.org/wiki/Tetr%C3%B3xido_de_0smio)
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GLUTARALDEHIDO

Caracteristicas: Es un reactivo del grupo de los aldehidos, su formula quimica es

CsHgO,. Presenta sinbnimos como Glutaral, aldehido glutérico, acido dialdehido-
glutarico. Entre sus propiedades fisicas tenemos que el glutaraldehido es un
liquido oleaginoso sin color o ligeramente amarillento y con un olor acre. Es un
compuesto estable sin riesgo de polimerizacion. (Bancroft et al. 2008)

El glutaraldehido en soluciones acuosas polimeriza formando compuestos ciclicos
y oligoméricos, también oxida a acido glutarico. Para ayudar en la estabilidad
quimica, se requiere un almacenamiento a 4°C y pH alrededor de 5. El
glutaraldehido tiene un grupo aldehido en ambos extremos de la molécula.
(Bancroft et al. 2008)

El glutaraldehido tiene un modo de accion que consiste en la formacion de
polimeros de cadena larga, proporcionando un alto grado de conservacion de la
estructura del tejido. En consecuencia, los tejidos fijados con glutaraldehido estan
llenos de grupos aldehido artificialmente introducidos, que muchos reaccionan con
histoquimica, entre los grupos que reaccionan se mencionan los aminoacidos que

forman intermediarios de piridina. (Kiernan 1990, Morel et al. 2003)

Usos: Se usa como un agente fijador de tejidos en los laboratorios de histologia y
patologia. (Kiernan 1990; Morel et al. 2003)

Es muy empleado en microscopia electronica. (Morel et al. 2003)

En cuanto a la temperatura a la que debe usarse el glutaraldehido debemos jugar

con dos parametros opuestos:

e Elincremento de la temperatura facilita la reaccion entre el glutaraldehido y
las moléculas de los tejidos, acelerando su penetracion. (Kiernan 1990;
Morel et al. 2003)
e La disminucibn de la temperatura minimiza la extraccion de los
constituyentes celulares al disminuir la autolisis. (Ojeda 1997)
Por lo anterior, en la fijacion rutinaria lo mas frecuente es utilizarlo entre 0 y 4°C.
Una alternativa es fijar en un primer tiempo en frio y en un segundo tiempo a
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temperatura ambiente, 0o que es especialmente aconsejable para la fijacion de
muestras grandes de inmersion. (Ojeda 1997; Kiernan 1990; Morel et al. 2003))

Ventajas: Funciona con rapidez, el glutaraldehido al 1% de proteinas y péptidos
hace las correcciones en 10 segundos y en los aminoacidos libres en 1 minuto. La
concentracion mas baja que tiene un efecto fijador es 0.025%. (Morel et al. 2003)

Las muestras pueden dejarse en el glutaraldehido durante muchas horas sin que
se deterioren, ademas no desnaturaliza las proteinas por lo que los tejidos
conservan en buen grado su antigencidad, lo que es Util para realizar técnicas

inmunocitoquimicas. (Ojeda 1997)

Desventajas: La penetracion del glutaraldehido es relativamente lenta. (Kiernan
1990; Morel et al. 2003)

Se conserva durante largo tiempo a 4°C. El mayor problema del glutaraldehido es
gue, por conservacion muy larga o por otras circunstancias, se polimeriza
excesivamente, ya polimerizado puede ocasionar “artefactos de fijacion”. (Kiernan
1990; Morel et al. 2003)

Los enlaces cruzados, que hacen que los acidos nucleicos sean menos
accesibles, no son reducibles. Los enlaces cruzados reducen considerablemente
la penetrabilidad del tejido, incluso después de la digestion proteica intensa. (Morel
et al. 2003)

Entre los elementos que nos permiten detectar que un glutaraldehido esta

excesivamente polimerizado se tiene:

e La solucion presenta un color amarillento.
e El pH es inferior a 3. (Ojeda 1997; Morel et al., 2003)
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CLORURO DE MERCURIO

Caracteristicas: Su férmula quimica es HgCl, Se presenta como cristales blancos

o polvo, es inodoro. Soluble en varios liquidos como agua, alcohol, éter, glicerol y
acido acético. No se conocen sindnimos. Su modo de accion no se conoce muy
bien, sin embargo, se sabe que el cloruro de mercurio reacciona con sales de
amonio, aminas, amidas, aminoacidos y los grupos sulfhidrilo y endurece los
tejidos. Es especialmente reactivo con la cisteina formando un dimercaptide y la
acidificacion de la solucion. (Kiernan 1990, Bancroft et al. 2008)

Usos: Se utiliza en las denominadas mezclas mercuriales, en donde se combina

con otros elementos. (Mathew et al. 1998)

Ventajas: Posee gran velocidad de penetracion y precipita todas las proteinas.
(Cook 2006)

Desventajas: Los fijadores a base mercurio son toxicos y deben manejarse con
cuidado. No debe permitirse que entren en contacto con el metal y debe ser
disuelto en agua destilada para evitar la precipitacion de sales de mercurio. (Cook
2006).

Endurece mucho a los tejidos ademas, los fijadores de mercurio penetran
lentamente a la muestra por eso debe ser una muestra delgada, el mercurio y el
formaldehido pueden formar depdsitos de hemateina en el tejido después de la
fijacion. (Cook 2006)

Los productos que contienen mercurio son un problema de eliminacion, por la
contaminacién que ocasionan al medio ambiente. (Cook 2006; Bancroft, 2008).
Fijadores de mercurio ya no se utilizan habitualmente, excepto por algunos
laboratorios para la fijacion de los tejidos hematopoyéticos. (Ojeda 1997; Bancroft,
2008).
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ACETONA

Caracteristicas: Su féormula es CHjs; (CO) CHgs, es una cetona alifatica, contiene

un atomo de hidrogeno enlazado con un atomo de carbono vecino a un doble
enlace C=0. Es miscible en todas las proporciones con agua y con disolventes
organicos tales como éter, metanol, alcohol etilico y ésteres. Es incompatible con
oxidantes y reactivos y acidos. Es un agente no aditivo y muy oxidante (0.65 volt.),
debido a que el atomo de oxigeno puede compartir coordinadamente un par de
electrones. Se presenta como un liquido incoloro. Es un buen disolvente de
acetato de celulosa y para muchos compuestos organicos. Tiene sinbnimos como
2-Propanona, Dimetil Cetona, Metil Cetona; Acido Piroacético. (Lillie et al. 1976,
McMurry 2001, Hoja de seguridad Acetona.
URL:http://www.quimica.unam.mx/IMG/pdf/4acetona.pdf)

El mecanismo de accion de la acetona consiste en disolver los lipidos y los
carbohidratos los cuales quedan conservados debido a la correcta precipitacion de
las proteinas. Sin embargo, la rapida extraccion del agua desde el tejido provoca
una contraccion nuclear, que deja un halo perinuclear, esto especialmente en los
epitelios. (Lillie et al. 1976; Bancroft et al, 2008).

Usos: La acetona se usa como un fijador rapido para el tejido cerebral en el
diagnostico de la rabia y durante un tiempo fue el fijador de eleccion para la
preservacion de las fosfatasas y lipasas. (Arun et al. 1980; Bancroft et al, 2008;
McMurry 2001, Hoja de seguridad Acetona.
URL:http://www.quimica.unam.mx/IMG/pdf/4acetona.pdf))

La acetona ha llegado recientemente como solvente para ciertas sales metalicas,
para su uso a bajas temperaturas en sustitucion de las técnicas de congelacion
para los bloques de tejido. (Lillie et al. 1976; Bancroft et al, 2008).

Generalmente se emplea sola. Es recomendada para &cidos nucleicos y en
protocolos de inmunofluorescencia directa para la deteccion de complejos
autoinmunes (biopsia renal, hepética, piel o mucosa). También se le puede

emplear en determinados estudios con microscopio electrénico de transmision.
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(Lillie et al. 1976, Bancroft et al, 2008; Fijacion de Muestras Histologicas. URL:
http://www.educacionhistotecnologiafijaciondos.blogspot.mx/)

Ventajas: Debido a que mantiene de forma adecuada la estructura de las
proteinas y acidos nucleicos, se recomienda en protocolos de
inmunofluorescencia directa para la deteccién de complejos autoinmunes (biopsia
renal, hepatica, piel o mucosa). También se le puede emplear en estudios con
microscopio electrénico de transmision. (Ojeda 1997, Arun et al. 1980; Bancroft et
al, 2008; Fijacion de Muestras Histologicas. URL:
http://www.educacionhistotecnologiafijaciondos.blogspot.mx/))

Desventajas: Es de rapida accion, con una penetracion lenta, ocasionando una

fragilidad en el tejido si el uso es prolongado. (Bancroft et al. 2008)

La acetona elimina lipidos del tejido durante el procesamiento. (Bancroft et al.
2008)

26


http://www.educacionhistotecnologiafijaciondos.blogspot.mx/
http://www.educacionhistotecnologiafijaciondos.blogspot.mx/

ETANOL

Caracteristicas: Su composicién quimica es C;HgO, esto lo hace ser una

sustancia orgénica perteneciente al grupo de los alcoholes de tipo primario. Es
miscible en agua en cualquier proporcion. Tiene sinénimos como Etanol absoluto,
alcohol etilico, alcohol anhidro. Es un liquido claro, incoloro e inflamable. Es
hidréfilo, miscible con agua y otros disolventes orgénicos, tiene una accion rapida
y fiable. (Bancroft et al. 2008; Martinez et al. 2008)

El mecanismo de accion del etanol es que, su propiedad deshidratante es bien
conocida y provoca una desnaturalizacion irreversible de las proteinas. También
precipita los acidos nucleicos. (Cook 2006; Bancroft et al. 2008; Martinez et al.
2008)

Usos: Las concentraciones graduadas de etanol se utilizan para la deshidratacion.
Disuelve los lipidos, precipita el glucogeno sin fijarlo y al reaccionar con los
nucleoprotidos forma un precipitado hidrosoluble. Es poco penetrante, fija mal los
nucleos y poco los citoplasmas. (Bancroft et al. 2008; Martinez et al. 2008)

El etanol asegura la deshidratacion total, haciéndolo el reactivo de eleccion para
el procesamiento de las muestras de microscopia electronica. (Bancroft et al.
2008)

Se utiliza ampliamente como un constituyente de los fijadores de cromosomas. El
porcentaje adecuado para la fijacion varia de 79 a 100 por ciento. (Arun et al.
1980; Bancroft et al. 2008; Martinez et al. 2008)

Es un fijador eficaz para la cromatina, se puede utilizar en combinacién con &cido

acético, formol o cloroformo. (William 2001)

La fijacion con etanol frio se utiliza a menudo para la preservacion de ciertas
enzimas, asi los grupos reactivos de enzimas generalmente permanecen
inalteradas. Por ello se utiliza con fines citoquimicos, ya que no afecta el punto
isoeléctrico, que es una ventaja afiadida para estos estudios. (Arun et al. 1980;

Bancroft et al. 2008; Martinez et al. 2008)
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Ventajas: Una de las ventajas mas importantes de la utilizacion de etanol es que
la capacidad para la penetracién de los tejidos es inmediata. (Arun et al. 1980;
Bancroft et al. 2008; Martinez et al. 2008)

Desventajas: Ocasiona un efecto de endurecimiento en el tejido. La accion
desnaturalizante de proteinas debido a la precipitacion, puede convertir la
molécula “impermeable” a los reactivos. Rompe los puentes de hidrégeno y
enlaces de sal en las cadenas de proteinas, lo que revela varios grupos
secundarios. Como altera el patron de estereoquimica, su efecto debe ser
considerado. (Arun et al. 1980; Bancroft et al. 2008; Martinez et al. 2008)

Por ser un agente de reduccién, se somete a oxidacion inmediata en acetaldehido
y después en acido acético en presencia de un oxidante, y esto ocasiona que no
se pueda combinar con muchos fijadores metélicos, tales como acido cromico o
tetroxido de osmio. (Arun et al. 1980, Alzola 2001; Bancroft et al. 2008; Martinez
et al. 2008)
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ACIDO ACETICO

Caracteristicas: Su formula quimica es CH3COOH, tiene un atomo de hidrégeno

enlazado con un &tomo de oxigeno (O-H). Presenta una acidez debida a que la
base conjugada resultante de la pérdida de H* se estabiliza porque su carga
negativa se encuentra en el a4tomo de oxigeno muy electronegativo. Tiene
sinénimos como Acido acético glacial; Acido etanoico; Acido etilico; Acido
metilencarboxilico. El &cido acético, o su forma ionizada, el acetato, es un acido
gue se encuentra en el vinagre, y que es el principal responsable de su sabor y
olor agrios. Hoy en dia, la via natural de obtencién de acido acético es a través de
la carbonilacion (reaccion con CO) de metanol. Antafio se producia por oxidacion
de etileno en acetaldehido y posterior oxidacion de éste a acido acético. Es un
liquido incoloro que puede tener cristales, con un olor tipico a vinagre. (McMurry
2001, Cook 2006; Bancroft et al. 2008; Martinez et al. 2008)

El &cido acético es de gran penetracion, la cual es superior incluso a los alcoholes;
posiblemente sus iones mas pequefios son los responsables de esta propiedad.
(Kiernan 1990; Cook 2006; Bancroft et al. 2008;)

El 4cido acético no fija proteinas, pero si coagula acidos nucleicos, aunque este
mecanismo no estd bien definido. Al igual que la rapida penetracion y la
produccion de inflamacion, que es una propiedad del acido no disociado y no del
ion acetato. Estas propiedades son compartidas por otros acidos carboxilicos que
son miscibles con el agua y aceites. El acido acético se utiliza en mezclas fijadoras
para preservar cromosomas, previniendo acciones de acortamiento (encogimiento)
gue ocasionan reactivos como el etanol y acido picrico. (Kiernan 1990; Cook
2006; Bancroft et al. 2008)

Usos: No se recomienda utilizarse solo, pues Unicamente fija las nucleoproteinas
por precipitacion, ademas de que produce “hinchamiento” de los tejidos
(especialmente de los conectivos colagenos). Puesto que este efecto contrarresta

el defecto de encogimiento de los agentes fijadores como las sales de mercurio,
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alcohol, etanol y formol, se afiade &cido acético a muchos fijadores compuestos.
El acido acético precipita todas las mucinas, con excepcion de las de origen
gastrico. (Mathew et al. 1998; Cook 2006; Bancroft et al. 2008;)

Ventajas: Una de las principales ventajas de usar &cido acético en una mezcla de
fijacion es que se puede combinar con agua, o con otros fijadores como metanol o
etanol. Se puede utilizar en baja concentracion. El término “glacial” se deriva del
hecho de que se congela de manera semejante al hielo pero con temperaturas
extremadamente frias (glaciales). (Arun et al. 1980; Mathew et al. 1998; Cook
2006; Bancroft et al. 2008)

Desventajas: Se ha observado que el acido acético puede precipitar el DNA y
disolver las histonas, pero es incapaz de fijar las proteinas citoplasmaticas.
Tampoco es recomendado para la observacién de fosfolipidos. El dicromato de
potasio, que es un fijador bueno para los lipidos, pierde esta propiedad si se usa
en combinacion con acido aceético. Baker sugiri6 que puede precipitar
nucleoproteina pero no a la albumina, Wolman sefialé que el acido acético afecta
la fijacion de proteinas como nucleoproteinas y mucoproteinas. (Arun et al. 1980;
Cook 2006; Bancroft et al. 2008)

El 4cido acético es, en general, un fijador ideal para cromosomas, y a pesar de
gue se ha encontrado que disuelve las histonas, se ha utilizado para mantener la
estructura de los cromosomas intactos, presumiblemente porque no produce
ninguna distorsion de la nucleoproteina. Una de las limitaciones de este fijador es
gue puede ocasionar un hinchamiento excesivo de los cromosomas, este punto
debe tenerse en cuenta, y asi el acido acético se debe utilizar en combinacién con
alcoholes, o productos quimicos similares, que encogen y endurecen el tejido.
Para el estudio de los cromosomas meioticos, donde el propésito es estudiar los
detalles estructurales, el acido acético es muy adecuado, por ejemplo en el
analisis de los cromosomas en paquiteno (Profase de Meiosis I) donde los detalles
cromosémicos se requieren, el acido acético sirve como un fijador ideal. (Arun et

al. 1980; Cook 2006; Bancroft et al. 2008)
30



El 4cido acético es también buen disolvente para colorantes de anilina, y debido a
esta propiedad, es un componente necesario de las mezclas de tincion, como el
caso de carmine-acético o orceina-acético. (Arun et al. 1980; Cook 2006; Bancroft
et al. 2008)
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ACIDO PIiCRICO

Caracteristicas: Su composicion quimica es CgH,OH (NOy);. En base al

trinitrofenol tiende a formar sales de picrato que son peligrosas e inestables. Los
grupos nitro (fuertemente electronegativos) estabilizan la base conjugada,
haciendo que el H del grupo OH se disocie con facilidad, dando entonces una
disolucion acida del mismo, de ahi su nombre de "&cido". No tiene sinGnimos.
(Kiernan 1990; Cook 2006; Bancroft et al. 2008)

El &cido picrico forma cristales incoloros o ligeramente amarillos, de sabor muy
amargo. Es insoluble en agua fria pero soluble en agua caliente, éter, etanol,
benceno y xilol. (Arun et al. 1980, Torres 2002; Cook 2006; Bancroft et al. 2008)

El mecanismo de accion del acido picrico da una fijacion dura, que es excelente
para muchos propositos; se fija con intensidad sobre los citoplasmas, facilita todas
las coloraciones. Ocasiona acortamiento (contraccion) en los tejidos y endurece un
poco. (Arun et al. 1980; Kiernan 1990; Torres 2002; Cook 2006)

Usos: Se utiliza en mezclas. Una solucidn acuosa saturada de acido picrico (pH
1.5-2.0), causa coagulacion por formacion de sales (picratos) con los grupos
basicos de las proteinas. La precipitacion no se produce en una solucion neutra, y
neutralizando permite a las proteinas precipitadas el disolverse. Los tejidos fijados
en mezclas que contienen acido picrico generalmente se transfieren directamente
a 70% de alcohol, para coagular las proteinas precipitadas. (Arun et al. 1980;
Kiernan 1990, Torres 2002; Cook 2006)

Ventajas: Al fijarse con intensidad sobre los citoplasmas, facilita todas las

coloraciones. (Arun et al. 1980; Torres 2002; Cook 2006)

Desventajas: El acido picrico es muy fuerte y provoca hidrdlisis de los acidos
nucleicos, de modo que los fijadores que los contienen no permiten que el DNA y
el RNA se estudien histoquimicamente. (Kiernan 1990; Torres 2002; Cook 2006).
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Los bloques deben permanecer en alcohol de 70% (varios cambios), tanto como
sea posible para que el color amarillo se elimine. El contacto prolongado con acido
picrico, incluso en cera de parafina sélida, pueden causar el deterioro estructural y
tincion pobre. (Kiernan 1990; Cook 2006; Bancroft et al. 2008)
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Il. FIJADORES COMPUESTOS (MEZCLAS)

Existen numerosos reactivos que pueden utilizarse solos como agentes fijadores,
pero que al mezclarse con otros elementos presentan sinergia, incrementando sus
cualidades y atenuaNDO sus defectos. Asi, es como se han desarrollado estas
“‘mezclas fijadoras” en donde se combinan un numero variable de sustancias
quimicas. (Cook 2006; Bancroft et al. 2008)
Entre las més conocidas tenemos:

e Bouin

e Carnoy

e Flemming

e Fijadores mercuriales

e Zenker

e Helly’s

e Shaudinn’s

e Fijadores de cromato

e Liquido de Moller

e Soluciéon de Orth
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BOUIN

Caracteristicas: Su composicion quimica esta basada en la mezcla de los

siguientes elementos:

e Acido picrico en solucién saturada de agua= 75 ml

e Formol (H2C=0)= 25 ml

e Acido Acético Glacial (CHsCOOH)= 5 ml, que se agregan al momento de

utilizar la mezcla

Considerando que es una mezcla con 3 reactivos quimicos, es dificil determinar
las propiedades fisicas de los reactivos una vez que se mezclan. (Cook 2006;
Bancroft et al. 2008; Mora et al. 2010)

Usos: Para los trabajos comunes de histologia es considerada como la mejor
“‘mezcla fijadora”. Es una soluciéon muy utilizada para el procesamiento de tejidos
gue se incluirdn en parafina y a cuyas secciones se les puede aplicar un amplio
espectro de tinciones que incluyen las denominadas “tricromicas”. Es muy util para
tejidos blandos y embriones, preserva bien el nucleo y el glucégeno. Es un
excelente fijador en general para el tejido conectivo y conserva el glucogeno.
(Graeme et al. 1977; Bancroft 2008)

El acido acético y picrico causan inflamacion de tejidos y no s6lo se usan como
descalcificadores, pero se encuentran como componentes en el fijador de Bouin.
En este fijador actuara de manera incidental, y seria como un descalcificador débil;
podria ser utilizado en casos de urgencia, con un minimo de descalcificacion.
(Bancroft et al. 2008, Graeme et al. 1977)

Ventajas: El liquido completo de Bouin constituye una solucién estable. Es uno de
los mejores fijadores para el estudio del glucégeno. Penetra rapidamente a los
tejidos, y es un buen fijador en general, salvo para el rifion. (Mathew et al. 1990;
Bancroft et al. 2008; Martinez et al 2008)

Fijar con solucion de Bouin da resultados 6ptimos para técnicas tricrOmicas
(Martinez et al. 2008).
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Las piezas pueden ser relativamente voluminosas y tener hasta un centimetro de
espesor. Deberan permanecer en el fijador de 24 horas hasta 3 dias, siendo ésta
la duracién 6ptima para las piezas de mediano volumen, aunque una permanencia
de hasta 8 dias en el mismo fijador no las perjudica. Después de la fijacion las
piezas no requieren ser lavadas especialmente. (Mathew et al. 1998; Martinez et
al 2008)

Desventajas: Destruye las membranas, por lo tanto no se puede recuperar los
ndcleos intactos; y puede encoger muestras grandes; se recomienda que los
tejidos no permanezcan en este liquido por mas de 12 a 24 horas, ya que pueden
volverse muy duros y quebradizos, lo que podria ocasionar dificultades al hacer
los cortes. Los lipidos disminuyen en cantidad, y se modifican, de modo que el
tejido se desmorona al hacer cortes por congelacion. (Bancroft et al. 2008,
Mathew et al. 1998)

El fijador Bouin no es adecuado, ya que causa el exceso de hidrdlisis del acido
nucleico durante la fijacion, para el caso de la reaccion de Feulgen que es una
prueba estandar para demostrar la desoxirribosa. (Bancroft et al. 2008)

No estad recomendado para el riidn ni para el estudio de mitocondrias. Produce
lisis de los globulos rojos, y disminuye la cantidad de hierro férrico demostrable a
partir de pigmentos sanguineos. Hacen que el ARN sea relativamente resistente a
la digestion de ARNasa. Aqui la inclusion de cloruro de sodio al 6% podria ser
juzgado. (Lillie et al. 1976 y Mathew et al. 1998; Martinez et al. 2008)

Antes de la inclusion en parafina es conveniente eliminar el acido picrico mediante
lavados en alcohol de 70° porque puede hacer que no se produzca una buena
inclusién o que las tinciones no sean adecuadas. (Visita guiada por las Técnicas

Histologicas. Fijadores. URL: http://webs.uvigo.es/mmegias/6-tecnicas/2-

fijadores.php)
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CARNOY

Caracteristicas: Su composicion quimica esta basada en la mezcla de los

siguientes elementos:

e Etanol absoluto (C;HgO)= 60ml

e Cloroformo (CHCI3)= 30 ml

e Acido acético glacial (CH3COzH) = 10ml
Considerando que es una mezcla con 3 reactivos quimicos, es dificil determinar
las propiedades fisicas de los reactivos una vez que se mezclan. (Kiernan 1990;
Bancroft et al. 2008; Martinez et al. 2008)
Los mecanismos de accion del fijador de Carnoy consisten en deshidratar,
eliminando tanto el agua libre como la ligada, también cambia la estructura
terciaria de las proteinas por lo que se precipitan, pero dejan los acidos nucleicos
relativamente sin cambios. (Bancroft et al. 2008)
Tiene la propiedad de penetrar rapidamente, lo que coagula acidos nucleicos y
proteinas y extractos de lipidos. Muchos de los componentes con hidratos de
carbono también se conservan. Los bloques de hasta 5mm de espesor, se fijan en
6 a 8 horas. La fijacion de mas de 18 horas puede ocasionar una hidrdlisis con
pérdida de acidos nucleicos (RNA). Este efecto puede ser suprimido mediante el
uso de 5 ml en lugar de 10 ml de acido acético. (Kiernan 1990; Bancroft et al.
2008; Martinez et al. 2008)

Usos: Se recomienda como un fijador para muestras que seran analizadas
mediante la técnica de Papanicolaou. (Kiernan 1990; Bancroft et al. 2008;
Martinez et al, 2008)

Como un agente fijador para el DNA (nuclear y mitocondrial) en diversos tejidos.
(Kiernan 1990; Bancroft et al. 2008; Martinez et al. 2008)

Como un agente fijador para mantener la mucina (moco), lo cual es muy atil para
la preparacion del tejido antes de la tincion con &cido periddico de Schiff.

(Carnoy’s Solution. URL: http://en.wikipedia.org/wiki/Carnoy's _solution)
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Carnoy también es muy Uutil para las coloraciones de RNA, como por ejemplo
verde de metil-pironina, y para la preservacion de glucdégeno. (Bancroft et al.
2008)

Ventajas: Penetra en tejidos extremadamente rdpido, es muy adecuado para
pequefios fragmentos tisulares, por ejemplo los obtenidos por raspado, que se
fijan bien en 30 minutos a dos horas. También inicia la deshidratacion, y es un
buen fijador para el glucogeno; da una fijaciébn nuclear excelente, los nucleos se
tifen bien y la definicién es buena. Los granulos de Nissl (reticulo endoplasmico
rugoso) presentes en el citoplasma de las neuronas también se conservan bien,
asi como las demas estructuras citoplasmaticas. (Lillie et al. 1976 y Mathew et al.
1998; Kiernan 1990; Bancroft et al. 2008; Martinez et al, 2008)

Desventajas: Puede encoger y endurecer los tejidos, produce hemolisis de
globulos rojos, encogimiento importante, y sélo conviene para fragmentos tisulares
pequefios. Disuelve los lipidos (incluyendo la grasa neutra) y por lo tanto afecta la
mielina. Aunque fija bien el glucégeno, produce “polarizacion”, porque los granulos
de glucégeno migran hacia uno de los polos de las células. Las ultraestructuras se
destruyen debido a la extraccion de lipidos, y puede causar encogimiento excesivo
de los componentes del tejido después de mas de 3 a 4 horas de fijacion. (Lillie et
al. 1976 y Mathew et al. 1998; Kiernan 1990; Bancroft et al. 2008; Martinez et al.
2008)
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FLEMMING

Caracteristicas: Su composicion quimica esta basada en la mezcla de los

siguientes elementos:
e Acido 6smico (0sO4)= 4ml
e Acido crémico (H2CrOz)= 15 ml

e Acido acético (CH402=1 ml

En la mezcla la proporcion del acido acético es variable, de hecho el acido acético
y el acido cromico, son precipitantes buenos de la cromatina, mientras que el
acido 6smico ayuda a preservar el resto de los elementos celulares. La
precipitacion de proteinas también es ayudada por el acido cromico (Lillie et al.
1976; Arun et al. 1980, Mathew et al. 1998; Kiernan 1990; Bancroft et al. 2008;
Martinez et al, 2008).

Usos: Se deben utilizar mezclas recién preparadas, porque después de mezclarse
no se conservan bien. Tarda mucho tiempo en penetrar a los tejidos, y se
recomienda que las piezas no tengan mas de 2 mm de espesor. Es un buen fijador
para el trabajo con microscopio electrénico, y también para la mielina de los
nervios periféricos. La fijacion requiere de 12 a 25 horas, y debe ir seguida por
lavado cuidadoso y una conservacion en alcohol al 80 %. (Lillie et al. 1976; Arun
et al. 1980, Mathew et al. 1998; Kiernan 1990; Bancroft et al. 2008; Martinez et al,
2008).

Es un buen fijador para estudios histoldgicos, la presencia de acido acético ayuda
a que el acido cromico no ocasione una contraccion muy severa al tejido. La
calidad de corte de este material fijo es también muy satisfactoria. El periodo de
fijacion varia entre 4 y 24 horas. Siempre es preferible mantener los tres
componentes por separado, y se mezclan justo antes del uso. Si el acido acético
es necesario, el acido cromico y 6smico se pueden mezclar en las proporciones
requeridas y se almacenan, y el acido acético se debe afadir en el momento de la

fijacion. Después de fijar, las muestras deben lavarse y mantenerse en alcohol de

39



70% por 24 horas (Lillie et al. 1976; Arun et al. 1980, Mathew et al. 1998; Kiernan
1990; Bancroft et al. 2008; Martinez et al, 2008).

Ventajas: Es un buen fijador para muestras que se observaran con microscopio
electrénico, es ampliamente recomendado para la preservacion de cromosomas y
tincién de cromosomas, asi como para la mielina de los nervios periféricos (Lillie et
al. 1976; Arun et al. 1980, Mathew et al. 1998; Kiernan 1990; Bancroft et al. 2008;
Martinez et al, 2008).

Desventajas: No actla igual en todos los tejidos y estratos celulares. Debido a la
precipitacion satisfactoria y la presencia de metales pesados, la tincion nuclear es
muy intensa, aunque a pesar de esta falta de uniformidad de la fijacidon, es
recomendado para la preservacion de cromosomas y detalles nucleares. (Lillie et
al. 1976; Arun et al. 1980, Mathew et al. 1998; Kiernan 1990; Bancroft et al. 2008;
Martinez et al, 2008).
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FIJADORES MERCURIALES

Se preparan con la sal de cloruro de mercurio (HgCl,), y generalmente en solucién
saturada (5 a 7%) en agua. Los iones de mercurio actdan principalmente en
combinacién con los grupos &cidos (carboxilo-COOH) de las proteinas y forman
combinaciones, especialmente estables, con los radicales de sulfuro. (Lillie et al.
1976; Arun et al. 1980, Mathew et al. 1998; Kiernan 1990; Bancroft et al. 2008;
Martinez et al. 2008).

El cloruro de mercurio endurece rapidamente las capas externas de tejidos y
penetra poco mas de 3 0 4 mmy, en consecuencia, el tejido debe ser cortado en
rebanadas que no tengan mas de 5 mm de espesor. (Lillie et al. 1976; Kiernan
1990; Bancroft et al. 2008; Martinez et al. 2008).

Se caracteriza por endurecer el citoplasma y preserva su afinidad por colorantes
basicos de anilina mejor que el formol. (Lillie et al. 1976; Kiernan 1990; Bancroft et
al. 2008; Martinez et al. 2008).

Las sales de cloruro de mercurio generalmente se utilizan en mezclas, por

ejemplo: Zenker, Helly’s, Shaudinn’s. (Bancroft et al. 2008; Lillie et al. 1976)

Ventajas: Tienden a mejorar la tincion de los ndcleos y el tejido conjuntivo; la
tincion tricromatica resulta especialmente favorecida. La tincion de citoplasma con
colorantes acidos se acentla, y se pueden percibir detalles de la cromatina del
nuacleo. Los fijadores con mercurio dan los mejores resultados con tincion
metacromatica, y son los fijadores ordinarios de eleccion para preservar los
detalles cuando se quieren hacer fotografias. (Bancroft et al. 2008; Lillie et al.
1976)

Desventajas: Debido a que su poder de penetracion es limitado (3-4 mm), no
debe de utilizarse solo, por ello es comdn su empleo mediante mezclas realizadas
con acido acético, cromatos, alcoholes y formaldehido; entre las mezclas mas
comunes tenemos fijadores como: Zenker, Helly’s, Shaudinn’s. (Bancroft et al.
2008; Lillie et al. 1976)
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A veces producen ciertas molestias. La solucién de cloruro de mercurio corroe
todos los metales, salvo la aleacion de niquel conocida como Monel. El cloruro de
mercurio produce un encogimiento pronunciado. Para contrarrestar este efecto, la
mayor parte de liquidos fijadores contienen también &cidos. Todos los fijadores a
base de cloruro de mercurio disminuyen la cantidad de glucégeno. Si los tejidos se
dejan en estos fijadores por mas de uno o dos dias, se vuelven muy duros y
guebradizos. Los cortes por congelacion de tejidos fijados en soluciones
mercuriales son extraordinariamente dificiles de practicar. Las soluciones
mercuriales provocan en el tejido la formacién de granulos negros difusos, y estos
depésitos mercuriales deben ser eliminados antes de la tincion. (Mathew et al.
1998; Kiernan 1990; Bancroft et al. 2008; Martinez et al. 2008)

Debido a la afinidad relativamente mayor del citoplasma por los colorantes acidos,
las diferencias de basofilia y oxifilia de regeneracion, o de las células maduras y
necrosadas son menos demostradas que con el formol. (Lillie et al. 1976; Kiernan
1990; Bancroft et al. 2008; Martinez et al. 2008)

Un problema con la fijacidn en soluciones de mercurio es que varios tipos de
pigmento se pueden combinar con el mercurio. Estos pigmentos son retirados de
las secciones mediante tratamiento con yodo y después con tiosulfato de sodio.
(Bancroft et al. 2008)
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ZENKER

Caracteristicas: Es una mezcla compuesta de:
e Agua destilada (H20)= 250ml
e Cloruro de Mercurio (HgClz)= 12.5¢g

e Dicromato de Potasio (K.Cr,0O7)=6.3g
. Sulfato de Sodio (Na;SO4)= 2.5g

Su aspecto es de un liquido amarillento de olor inodoro, que presenta solubilidad
con agua. (Bancroft et al. 2008)

Usos: Se le puede emplear para la preservacion de componentes ricos en sangre
y para la realizacion de meétodos tricromicos y coloracion de miofilamentos.
(Kiernan 1990; Bancroft et al. 2008; Martinez et al. 2008)

El Fijador de Zenker tiene una fijacion rapida en los tejidos animales. Se emplea
para preparar muestras de tejidos animales o vegetales para su estudio
microscopico. Proporciona una excelente fijacion de las estructuras nucleares
como la cromatina, el tejido conectivo y algunas fibras citoplasmaticas
caracteristicas, sin embargo, no conserva organulos citoplasmaticos como las
mitocondrias. (Fijador de Zenker.

URL:http://translate.google.com.mx/translate ?hl=es&langpair=en%7Ces&u=http://e

n.wikipedia.org/wiki/Zenker's fixative)

A temperatura ambiente los bloques pequefios de 2 a 4 mm de espesor quedan
fijados en 2 a 6 horas. Para el caso de otras muestras obtenidas por puncién como
biopsias de higado o rifidn, soélo se necesitan de 30 a 60 minutos para obtener una
buena fijacién. La solucién de Zenker ya preparada, puede conservarse varios
meses sin que sufra alteracion. (Mathew et al. 1998; Kiernan 1990; Bancroft et al.
2008; Martinez et al. 2008)

Ventajas: Es excelente para el trabajo morfolégico donde no se requieren técnicas
de histoquimica (Kiernan 1990; Bancroft et al. 2008; Martinez et al. 2008)
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Es un buen fijador para los tejidos embrionarios, se consigue fijacion con 6 horas,
la preservacion estructural es buena y se puede mejorar mediante sinergia con
una post-fijacion durante 7 dias con formol. (Kiernan 1990; Bancroft et al. 2008;
Martinez et al. 2008)

Desventajas: Antes de emplear las tinciones es necesario eliminar de los tejidos,
los pigmentos precipitados del bicloruro de mercurio. (Lynne 2001; Bancroft et al.
2008; Martinez et al, 2008)

El &cido reacciona con el dicromato y hace que la solucién se obscurezca
progresivamente, por lo que debe recomponerse antes de su uso. (Lynne 2001;
Bancroft et al. 2008; Martinez et al, 2008)

No es compatible con muchas técnicas de histoquimica. (Lynne 2001; Bancroft et
al. 2008; Martinez et al, 2008)

La solucion de Zenker destruye muchos eritrocitos y se elimina gran parte del
hierro de hemosiderina. (Lynne 2001; Bancroft et al. 2008; Martinez et al, 2008)
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HELLY'S

Caracteristicas: Es una mezcla compuesta por:

e Agua destilada= 250 ml

e Cloruro de Mercurio (HgCly)= 12.5¢g

e Dicromato de Potasio (K.Cr,07)=6.3 g
e Sulfato de Sodio (Na,SO,4)= 2.5¢g

Es importante comentar que antes de su uso, se deben afiadir 5 ml de formol
(37%) por cada 95 ml de la solucion de Helly. (Bancroft et al. 2008)

Los componentes no-coagulantes como el formol y el Dicromato compensan la
accion coagulante del cloruro de mercurio, de manera que el citoplasma no queda
coagulado. La mezcla se pone color verde y turbio, debido a la reduccion del
Dicromato en sales de cromo por el formol. (Kiernan 1990; Bancroft et al. 2008;
Martinez et al. 2008)

Usos: La fijacion con Helly’s no debe realizarse por mas de 12-24 horas. Ademas
es muy importante eliminar todo el dicromato antes de la deshidratacion, para
eliminar los depésitos de mercurio antes de la tincion. (Kiernan 1990; Bancroft et
al. 2008; Martinez et al. 2008)

Es recomendado para fijar médula ésea, tejidos hematopoyéticos y muestras-
biopsias de discos intercalares. (Tomasi 2008; Bancroft et al. 2008; Martinez et al.
2008)

El liquido de Helly’s también fija con buenos resultados elementos citoplasméaticos
como mitocondrias y granulos de secrecion (lisosomas), asi como las células de
los 6rganos endocrinos (hipdfisis, tiroides). (Kiernan 1990; Bancroft et al. 2008;
Martinez et al. 2008)

La fijacion vuelve los tejidos dificilmente tefibles, a excepcion de las mitocondrias.

Se recomienda cada 4 6 5 dias extraer un fragmento, lavarlo con agua corriente e
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incluirlo en parafina. (Jaulmes et al. 1972; Kiernan 1990; Bancroft et al. 2008;
Martinez et al. 2008)

Ventajas: Es recomendado para fijar médula ésea, tejidos hematopoyéticos,
muestras-biopsias de discos intercalares, mitocondrias, granulos de secrecion
(lisosomas), asi como células de érganos endocrinos (hipdfisis, tiroides). (Kiernan
1990, Tomasi 2008; Bancroft et al. 2008; Martinez et al. 2008)

Desventajas: La fijaciébn con Helly’s ocasiona dificultad para la tincion de los

tejidos. (Jaulmes et al. 1972; Kiernan 1990; Bancroft et al. 2008; Martinez et al.
2008).
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SHAUDINN'S

Caracteristicas: Es una mezcla formada por:

e Agua destilada= 50 ml
e Cloruro de Mercurio (HgCl,)=3.5g
e Etanol Absoluto (C;HgO)= 25 ml

(Lynne 2001)

Usos: Este fijador es usado ampliamente en protozoarios, es muy Uutil en
preparaciones permanentes de especimenes intestinales, tales como amibas y
protozoarios con flagelos. (Kiernan 1990; Lynne 2001; Bancroft et al. 2008;
Martinez et al. 2008)

El fluido de Shaudinn también esta disefiado para ser utilizado con muestras de
heces frescas 0 muestras de la superficie de la mucosa intestinal. (Lynne 2001)
También es utilizado para conservar materia fecal reciente o material recuperado
del revestimiento de la mucosa intestinal. (Castro 2006; Bancroft et al. 2008;
Martinez et al. 2008)

Ventajas: Proporciona una excelente conservacion de los trofozoitos y quistes de
protozoarios, por lo que es un excelente fijador para frotis preparados a partir de
muestras fecales frescas o muestras de las superficies de la mucosa intestinal.
(Castro 2006; Bancroft et al. 2008; Martinez et al. 2008)

Desventajas: Tiene pocas cualidades adhesivas con algunas muestras liquidas o

mucoides. Contiene sales de cloruro de mercurio, por lo que su eliminacion puede

ser problematica. (Lynne 2001; Bancroft et al. 2008; Martinez et al. 2008)
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FIJADORES DE CROMATO

Caracteristicas: Hay una variacion entre los nombres atribuidos a las formulas de

fijadores de dicromato pero no en las propias formulas. Entre los fijadores mas
utilizados con cromo tenemos las mezclas de Orth y la Mdller. (Lillie et al. 1976
Brancoft et al. 2008)

Las sales de cromo en agua forman complejos Cr-o-Cr con gran afinidad por los
grupos —COOH y —-OH de las proteinas, apareciendo asi complejos entre
moléculas vecinas de proteinas. Esto significa ruptura de los enlaces salinos
internos de la proteina, aumentando la disponibilidad de grupos basicos reactivos,
y con ella la acidofilia durante la tincién. (Mathew et al. 1998; Martinez et al. 2008)

Usos: Son recomendados para la demostracion de organelos como mitocondria,
aparato de Golgi, figuras mitésicas, tejidos que contienen coloides y eritrocitos.
(Lillie et al. 1976; Bancroft et al. 2008; Martinez et al. 2008)

La fijacion de piezas ordinarias en soluciones a base de cromato requiere de 24 a
48 horas. (Lillie et al. 1976; Bancroft et al. 2008; Martinez et al. 2008)

Ventajas: Los fijadores que contienen cromato tienden a conservar los fosfolipidos
en los cortes en parafina; a consecuencia de fenomenos de oxidacion (cromacion),
son menos solubles en las soluciones ordinarias de deshidratacion y aclaramiento.
(Mathew et al. 1998; Martinez et al. 2008)

Desventajas: Penetran lentamente a los tejidos, por lo anterior los cortes no
deben tener mas de 2 a 3 mm de espesor. (Mathew et al. 1998; Bancroft et al.
2008; Martinez et al. 2008)

Después de la fijacidén con soluciones a base de cromato, todos los tejidos deben
lavarse durante una hora (cuando menos) y, a continuacion, ser transferidos a
70% de etanol. Un lavado deficiente del tejido después de la fijacion puede causar

pigmentos que precipitan. (Mathew et al. 1998; Bancroft et al. 2008)
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Produce una contractura excesiva cuando los tejidos se procesan mediante

inclusion con blogues de parafina. (Bancroft et al. 2008; Martinez et al, 2008).

Las soluciones de cromato con formol se obscurecen con el tiempo, por su acidez.
Una fijacion prolongada en soluciones de cromato tienden a blanquear todos los
pigmentos tisulares, por ejemplo la melanina, por fenébmenos de oxidacion.
(Bancroft et al. 2008).

En general se conserva mal el glucogeno; de hecho, los fijadores a base de sales
de cromato son considerados contraindicados para los carbohidratos. (Mathew et
al. 1998; Bancroft et al. 2008; Martinez et al. 2008)
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LiQUIDO DE MOLLER

Caracteristicas: Es una mezcla formada por:

e Dicromato Potasico (K,Cr,07)=2.5¢g
e Sulfato de Sodio (Na;SO.)=1 g
e Agua Destilada= 100 ml
Es una mezcla estable que puede durar meses, siempre y cuando no se mezcle

con formalina. (Brancoft et al. 2008)

Usos: Puede emplearse para tefir células enterocromafines o pigmentos que
contienen hierro. Ademas es recomendado para observar mitocondrias y
adipocitos (Brancoft et al. 2008; Martinez et al. 2008)

Ventajas: Las muestras fijadas con Mdller permiten identificar mas facilmente a
las células enterocromafines del intestino. Ademas permite coloraciones como
Hematoxilina de Regaud, Scharlach y Sudan 11l (Jaulmes et al. 1972; Bancroft et
al. 2008; Martinez et al. 2008)

Desventajas: Los tejidos requieren varios dias para fijarse. Es similar al de Orth

pero las muestras se endurecen mas rapidamente y adquiere una consistencia

mas dura al final (Jaulmes et al. 1972; Bancroft et al. 2008; Martinez et al. 2008)
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SOLUCION DE ORTH

Caracteristicas: Es una mezcla formada por:

e Dicromato Potasico (K.Cr,07)=2.5¢g

e Sulfato de Sodio (Na;SO.)=1 g

e Agua Destilada= 100 ml

e Formol al 37 %= 10 ml
El formol, se afiade inmediatamente antes del uso de la solucién fijadora (Brancoft
et al. 2008)

Usos: La fijacion requiere entre 36 y 72 horas. Es ampliamente utilizado para el
trabajo de rutina. Es igual al formol para el estudio o principios de los procesos
degenerativos y necrosis. Las células Cromafines toman un caracteristico tono
marrén y su basofilia esta bien con el liquido de Orth. La mielina se conserva
bien, y la contraccion pericelular visto sobre las células piramidales después del

uso de la formalina es evitada. (Bancroft et al. 2008; Martinez et al. 2008)

Ventajas: Permite una adecuada fijacion de células cormafines, mielina, ademas
evita la contraccién pericelular. (Jaulmes et al. 1972; Bancroft et al. 2008; Martinez
et al. 2008)

Desventajas: Las muestras después de fijarse necesitan un lavado excesivo de 8-

10 horas en agua que circule (agua corriente). (Sampecho 1952; Jaulmes et al.
1972; Bancroft et al. 2008; Martinez et al. 2008)
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11l. FIJADORES DE RECIENTE CREACION

Son fijadores que se han desarrollado en los ultimos afios y que ofrecen ventajas,
como el poder preservar las muestras para que sean utilizadas tanto para estudios
histolégicos como para estudios de biologia molecular. (Delfour et al. 2006; Braun
et al, 2011; Shibutani et al. 2000; FineFIX The New Formalin-Free Fixative For
Optimal Morphologyand Molecular Analysis. URL:
http://bmskorea.co.kr/bms_email/13-0110/finefix.pdf, HOPE-Fixation. URL:

http://www.hope-fixation.com/; RCL2®, Formalin-free tissue fixative; URL:

http://www.alphelys.com/alph01/prod/rcl2/us/rcl2 histo.php)

Entre los fijadores de reciente creacion podemos mencionar:
e Methacarn
e FineFIX
e HOPE
e RCL2

METHACARN

Caracteristicas: Es una mezcla formada por:

e 60 % de Metanol (100 %)

e 30 % de Cloroformo

e 10 % de Acido Acético
El Methacarn es un disolvente organico que causa enlaces cruzados que ayuda a
mantener la morfologia del tejido, la preservacion de DNA y RNA y la integridad de
las proteinas. (Shibutani et al. 2000; Delfour et al. 2006; Brancoft et al. 2008)
Se cree que el Methacarn causa la precipitacion y la inactivacion de la RNAasa del
tejido enddgeno. (Shibutani et al. 2000; Delfour et al. 2006; Brancoft et al. 2008)
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Usos: Methacarn ha demostrado ser un fijador muy valioso porque preserva la
morfologia del tejido y ademas permite que se realicen diversos estudios
inmunohistoquimicos. (Shibutani et al. 2000; Delfour et al. 2006; Brancoft et al.
2008)

Se ha utilizado para extraer DNA y RNA con una excelente calidad,
conservandolos en condiciones adecuadas para analisis durante varios meses y
permitiendo la aplicacién de técnicas como un analisis mediante PCR. (Shibutani
et al. 2000; Delfour et al. 2006; Brancoft et al. 2008)

Ventajas: Preserva muy bien las muestras de tejido, tanto morfolégicamente asi
como las caracteristicas quimicas y estructurales que permiten la aplicaciéon de
técnicas de inmunotincion e histoquimica, esto aun después de varios meses de
haberse fijado el tejido. (Shibutani et al. 2000; Delfour et al. 2006)

Permite la extraccion de DNA y RNA con una calidad alta, al tiempo que los
conserva por varios meses. Ademas las muestras de DNA y RNA pueden ser
utilizadas para la aplicacion de técnicas como el caso de analisis mediante PCR.
(Shibutani et al. 2000; Delfour et al. 2006; Zanini et al. 2012)

Methacarn fijo-PET puede ser particularmente adecuado para el analisis de los
acontecimientos moleculares en el nivel del mRNA para diversas poblaciones
celulares (Shibutani et al. 2000; Delfour et al. 2006; Brancoft et al. 2008; Zanini et
al. 2012).

Teniendo en cuenta sus ventajas para la deteccidbn inmunohistoquimica de
proteina, el tejido después de la incrustacion-methacarn de fijacion debe ser
recomendado como un valioso enfoque para la aplicacion rutinaria, posiblemente
en combinacion con inmuno-LCM, un método recientemente desarrollado método
gue permite el andlisis de ARNm de poblaciones de células
inmunofenotipicamente definidos (Fend et al. 1999, Mitchel et al. 1985 ; Puchtler et
al.1970, Shibutani et al. 2000; Delfour et al. 2006; Brancoft et al. 2008; Zanini et
al. 2012).

Desventajas: El fijador de Methacarn ha presentado problemas durante la

“‘deshidratacion” cuando se utilizan aparatos automatizados para procesamiento
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histologico como es el caso del “Thermo Excelsior tissue processor” (Italscientifica,
Italy) y esto es ocasionado por sus componentes (metanol, cloroformo); lo anterior
puede ser subsanado realizando ajustes en los alcoholes utilizados durante la
deshidratacion. (Zanini et al. 2012)

El uso de methacarn también estd limitado por la toxicidad potencial de sus
componentes. (Fend et al. 1999; Mitchell et al. 1985; Shibutani et al. 2000; Delfour
et al. 2006; Brancoft et al. 2008; Zanini et al. 2012)
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FineFIX

Caracteristicas: La literatura no menciona los componentes de la formula, ya que

es una mezcla patentada, solamente menciona que para utilizarse debe diluirse
previamente en etanol (Artz et al. 2011; FineFIX The New Formalin-Free Fixative
For Optimal Morphology and Molecular Analysis. URL:
http://bmskorea.co.kr/bms_email/13-0110/finefix.pdf)

Usos: La concentracion de etanol en la solucién FineFIX es de aproximadamente
70%. Esta concentracion es buena para una muestra histolégica y para permitir la
recuperacion éptima de DNA/RNA y proteinas, las cuales pueden ser utilizadas
para diversos analisis moleculares (PCR, secuenciacion, entre otros). Es un
reactivo fijador que preserva en condiciones excelentes el DNA y el RNA, adn
cuando las muestras sean muy pequefas. (Artz et al. 2011)

Ventajas: Supera los inconvenientes que comunmente estan asociados con el uso
de fijadores con etanol como son: contraccion del tejido, vacuolizacion y nucleos
picnoticos (Artz et al. 2011; FineFIX The New Formalin-Free Fixative For Optimal
Morphology and Molecular Analysis. URL: http://bmskorea.co.kr/lbms_email/13-
0110/finefix.pdf)

FineFIX también proporciona una conservacion éptima de los antigenos tisulares,

la morfologia nuclear y citoplasmatica, ademas reduce la lisis de los eritrocitos y

en general preserva muy bien las membranas citoplasmaticas (Artz et al. 2011,
FineFIX The New Formalin-Free Fixative For Optimal Morphology and Molecular
Analysis. URL: http://bmskorea.co.kr/bms_email/13-0110/finefix.pdf)

Ayuda a que las muestras se puedan diseccionar mas cuidadosamente y asi

cortar blogues muy delgados o finos (Artz et al. 2011; FineFIX The New Formalin-
Free Fixative For Optimal Morphology and Molecular Analysis. URL:
http://bmskorea.co.kr/lbms_email/13-0110/finefix.pdf)

Ademas realza la tonalidad de los colores en los tejidos tefiidos, esto comparado

con muestras que se fijaron con formol. (FineFIX The New Formalin-Free Fixative
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For Optimal Morphology and Molecular Analysis.
http://bmskorea.co.kr/lbms_email/13-0110/finefix.pdf)

Desventajas: La literatura por el momento no menciona desventajas.

URL:
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HOPE (Hepes-glutamic acid buffer mediated Organic

solvent Protection Effect.)

Caracteristicas: Hope es una combinacién de aminoacidos y glucosa que estan

mezclados con un buffer (tampdn) organico. Contiene acetona como agente
deshidratador, esto permite desnaturalizar reversiblemente las proteinas
(manteniendo su estructura), también preserva los &cidos nucleicos y los
antigenos en general obteniéndose muy buenos resultados para estudios
histopatolégicos, inmunohistoquimicos, inmunohistolégicos y de biologia molecular
(aislamiento de genes, hibridacion in situ). Ademas contiene un maximo de 0.03%
de NaN3 (azida de sodio), lo que aumenta sus cualidades como fijador. (Braun et.
al. 2011; Alexei Gratchev. Methods. Info protocols we trust. Copyright 199-2006
URL:http://www.methods.info/Methods/Histology/HOPE _fixation.html; HOPE-

Fixation. URL: http://www.hope-fixation.com/)

Usos: Las muestras filadas con HOPE, pueden ser utilizadas para realizar
diversas técnicas como: PCR; inmunohistoquimica; hibridacion in situ de RNA 'y
focalizacion de DNA. (Braun et. al 2011)

La técnica ® HOPE se utiliza exitosamente para la preparacion de secciones

(muestras) de tejidos embebidos (infiltrados) en parafina (Braun et. al 2011).

Ventajas: Las muestras de tejido no quedan “sobrefijadas” como en el caso del
formol. Las muestras de tejido fijadas con la técnica HOPE permiten una mayor
morfologia y estudios retrospectivos sobre el nivel molecular. (Braun et al. 2011;
Alexei Gratchev. Methods. Info protocols we trust. Copyright 199-2006
URL:http://www.methods.info/Methods/Histology/HOPE fixation.html; HOPE-

Fixation. URL: http://www.hope-fixation.com/)

En contraste con otros métodos de fijacion HOPE ® mantiene las proteinas
estructurales sin que se desnaturalicen completamente o0 realicen

entrecruzamientos (cross-link) excesivos, también conserva mejor enzimas y
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acidos nucleicos. (Braun et al. 2011; Alexei Gratchev. Methods Info protocols we
trust. Copyright 199-2006
URL:http://www.methods.info/Methods/Histology/HOPE _fixation.html; HOPE-

Fixation. URL: http://www.hope-fixation.com/)

Permite la aplicacion exitosa de la Inmunohistoquimica en tejido infiltrados de
parafina sin ocasionar dafios a los antigenos. (Braun et al. 2011; Alexei Gratchev.
Methods. Info protocols we trust. Copyright 199-2006
URL:http://www.methods.info/Methods/Histology/HOPE _fixation.html; HOPE-

Fixation. URL: http://www.hope-fixation.com/)

Proporciona excelentes resultados para hibridacion in situ de RNA y DNA.
También proporciona una excelente conservacion de los acidos nucleicos (RNA 'y
DNA) para realizar pruebas como PCR y RT-PCR. (Braun et al. 2011; Alexei
Gratchev. Methods. Info protocols we trust. Copyright 199-2006
URL:http://www.methods.info/Methods/Histology/HOPE _fixation.html; HOPE-

Fixation. URL: http://www.hope-fixation.com/)

Las muestras fijadas con HOPE pueden mantenerse en el refrigerador (4°C) sin

gue sufran alteraciones por un tiempo muy largo. (Alexei 2006)

Desventajas: El protocolo de fijacibn con HOPE es un poco complejo y las
muestras son mas fragiles, por lo tanto mas dificiles de manejar, ya que el punto
de fusion con HOPE es menor que en el material de parafina. (Braun et al. 2011)

El manejo con HOPE debe ser cuidadoso porque a diferencia de otros reactivos
fijadores permite el aislamiento de agentes etiol6gicos como: virus, priones,

bacterias. (Braun et al. 2011)

Otra desventaja es que las muestras fijadas con HOPE deben mantenerse

refrigeradas a 4°C. (Braun et al. 2011)
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RCL2

Caracteristicas: La literatura no menciona los componentes de la formula, ya que

es una mezcla que se encuentra patentada (RCL2®, Formalin-free tissue fixative.
URL: http://www.alphelys.com/alphO1/prod/rcl2/us/rcl2_histo.php; Shibutani et al.
2000; Delfour et al. 2006; Zanini et al. 2012)

Usos: RCL2 conserva muy bien la integridad del DNA, permitiendo la
amplificacion exitosa y secuenciacion de fragmentos grandes de DNA. (Shibutani
et al. 2000; Delfour et al. 2006; Zanini et al. 2012)

RCL2 ® permite combinar estudios de histologia y técnicas moleculares en una
misma muestra, facilitando una investigacion o un diagnostico eficiente. RCL2 ®
es un fijador de tejidos que permite obtener muestras de excelente calidad
compatibles con las técnicas histologicas y moleculares, también permite el
almacenamiento a temperatura ambiente. (RCL2®, Formalin-free tissue fixative. URL:
http://www.alphelys.com/alph01/prod/rcl2/us/rcl2_histo.php; Shibutani et al. 2000;
Delfour et al. 2006; Zanini et al. 2012)

Ventajas: RCL2 ® preserva excelentemente las estructuras y moléculas de las
células vy tejidos; asi la morfologia del tejido y la integridad del RNA se han
conservado incluso después de 8 meses de almacenamiento. (RCL2®, Formalin-
free tissue fixative. URL: http://www.alphelys.com/alphO1/prod/rcl2/us/rcl2_histo.php;
Shibutani et al, 2000; Delfour et al. 2006; Zanini et al, 2012)

La coloracion de rutina de Hematoxilina y Eosina (H y E) muestra la morfologia y

colores similares a los obtenidos con los tejidos fijados con formalina. (Shibutani et
al, 2000; Delfour et al. 2006; Zanini et al, 2012)

Las propiedades de fijacion excepcionales de RCL2 ® le permiten evitar
congelacion. (Shibutani et al, 2000; Delfour et al. 2006; Zanini et al, 2012)

Los tejidos fijados con RCL2 ® se pueden almacenar a temperatura ambiente o a

-20°C cuando se requiere una calidad “ultra” para diagnosticos o estudios
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moleculares mediante RNA y DNA (Shibutani et al, 2000; Delfour et al. 2006;
Zanini et al. 2012).

Los productos obtenidos mediante la técnica de PCR pueden ser secuenciados de
manera correcta (Shibutani et al. 2000; Delfour et al. 2006; Zanini et al. 2012).

Los componentes no tienen riesgos potenciales de toxicidad. (RCL2®, Formalin-free
tissue fixative: http://www.alphelys.com/alphO1/prod/rcl2/us/rcl2_histo.php)

Desventajas: El fijador de RCL2 no puede utilizarse en todos los aparatos
procesadores de tejidos, por ejemplo ha presentado problemas durante la
“‘deshidratacion” en aparatos automatizados como el “Thermo Excelsior tissue
processor” (ltalscientifica, Italy) y esto es ocasionado por sus componentes,
aunque estos no se conocen por ser una formulacion patentada. (Zanini et al.
2012)
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ANALISIS DE RESULTADOS

El desarrollo y uso de los reactivos fijadores para tejidos, se incrementé a
principios del siglo XX y fue con fines de preservar las muestras que serian
procesadas “histologicamente” mediante infiltracion de parafina (o resina) y con
fines de realizar estudios histolégicos o histopatolégicos; por ello los reactivos
fijadores que se desarrollaron en esa época solamente eran apreciados por la
calidad de la conservacién morfolégica en las muestras, y en algunos casos por la
preservacion de elementos quimicos apreciados en los tejidos como el caso de los
lipidos y el glucogeno. Dentro de los reactivos fijadores que cumplen con esas
funciones “generales” podemos mencionar algunos muy utilizados como: Formol,
etanol, glutaraldehido, acetona, acido acético, acido picrico, cloruro de mercurio y
mezclas fijadoras como Bouin, Carnoy, Zenker, Helly’s, Shaudinn, Mdéller, Orth,
entre otros. (Kiernan, 1990; Mathew 1998; Bancroft et al. 2008; Martinez et al.
2008; Cui 2011)

Existen algunos reactivos fijadores que ademas de preservar la morfologia celular
y estructural de los tejidos, tuvieron la caracteristica de mantener las muestras en

un estado tan correcto, que permiten la aplicacion de técnicas histoguimicas o

inmunohistoguimicas, entre los cuales se encuentran: formol, acetona,

glutaraldehido. También se desarrollaron fijadores que permiten que las muestras

sean trabajadas para su observacion y estudio en microscopio _electrénico como

es el caso de: tetradxido de osmio, etanol, glutaraldehido. (Kiernan, 1990; Mathew,
1998; Bancroft et al 2008; Martinez et al. 2008; Cui 2011)

Sin embargo, todos estos reactivos fijadores, fueron disefiados Unicamente para
observar las muestras mediante microscopios foténicos y/o electrénicos, y la
calidad de fijacion de los tejidos en cuestion no permite la aplicacion de técnicas
de biologia molecular como es el caso del PCR, aislamiento y clonacién de
fragmentos de DNA y RNA e hibridacién in situ, entre otras. (Kiernan, 1990;
Mathew, 1998; Bancroft et al 2008; Martinez et al. 2008; Cui 2011)
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A finales del siglo XX y principios del siglo XXI, surgen los “nuevos reactivos

fijadores”, desarrollados con mayores exigencias de trabajo, que permiten estudios

histolégicos, histopatologicos, técnicas de histoquimica, inmunohistoquimica,

inmunofluorescencia y aplicacion de las técnicas de biologia molecular como el

caso de PCR, para realizar secuenciacion y clonacion de fragmentos de DNA e

hibridacién in situ entre otras (Shibutani et al, 2000; Delfour et al. 2006; Zanini et
al. 2012, Braun et al. 2011).

Entre los nuevos reactivos fijadores que permiten todo lo anterior tenemos:

Methacarn, FineFIX, HOPE y RCL2. Sin embargo, los reactivos fijadores de nueva

creacion pueden presentar desventajas, entre las cuales se mencionan:

1.

2.

3.

Methacarn.- Es muy téxico por sus componentes, los cuales no se
mencionan por ser una formulacion patentada. No puede utilizarse en todos
los aparatos procesadores de tejidos, presenta problemas durante la
“‘deshidrataciéon” en aparatos automatizados (“Thermo Excelsior tissue
processor, lItalscientifica, Italy). (Fend et al. 1999, Mitchell et al. 1985;
Puchtler et al.1970; Shibutani et al, 2000; Delfour et al. 2006; Zanini et al.
2012, Braun et al. 2011)

HOPE.- El protocolo de fijacion es muy complejo, ademas las muestras
requieren mantenerse refrigeradas a 4°C después de ser fijadas. Las
muestras fijadas permiten el aislamiento de agentes como virus, priones y
bacterias, por ello las muestras deben manipularse con precaucion para
evitar diseminacion de posibles agentes etiologicos. (Shibutani et al, 2000;
Delfour et al. 2006; Zanini et al. 2012, Braun et al. 2011, HOPE-Fixation.
URL: http://www.hope-fixation.com/)

RCL2.- No puede utilizarse en todos los aparatos procesadores de tejidos,
por ejemplo ha presentado problemas durante la “deshidratacion” en
aparatos automatizados como el “Thermo Excelsior tissue processor”
(Italscientifica, Italy) y esto es ocasionado por sus componentes, aunque

estos no se mencionan por ser una formulacion patentada. (Shibutani et al,
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2000; Delfour et al. 2006; Zanini et al. 2012, Braun et al. 2011, RCL2®,
Formalin-free tissue fixative. 2011 URL:

http://www.alphelys.com/alph01/prod/rcl2/us/rcl2 histo.php)

Es importante resaltar que para el caso del fijador FineFIX, la literatura por el
momento no menciona desventajas.

Las principales ventajas, desventajas y usos se resumen en las siguientes tablas
(tablas 1, 2y 3).
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Tabla 1.

REACTIVOS FIJADORES SIMPLES

Reactivo Ventajas Desventajas Usos Recomendables
- Preparacion sencilla | -Endurecimiento en largos | -Es el Fijador mas cominmente
facil de conseguir. periodos de utilizado.

FORMOL - R4pida penetracion. | almacenamiento. -Utilizacion en cadaveres frescos.

-Precipita proteinas.
-Fija lipidos
complejos.

-Modifica las bases de
acidos nucleicos,
afectando al DNA y RNA.

-Para uso en histoquimica.

TETRAOXIDO DE
OSMIO

-Ampliamente usado
en tincion para
Microscopia
Electronica de
transmision y de
barrido.

-Estabiliza las
proteinas sin que
pierdan su estructura.

-Extremadamente toxico
(venenoso); tifie la cornea
humana, puede llevar a la
ceguera.

-Penetra y destruye
plastico debe conservarse
en vidrio.

-Puede causar
aglutinacion de los
nucleos.

-Agente de tincion en microscopia
electrénica.

-Tincion de membrana plasmatica
sobre todo fosfolipidos.

- Tifle lipidos para observacion en
microscopio Optico.

GLUTARALDEHIDO

-No desnaturaliza
proteinas.

-Util para técnicas
inmunohistoquimicas.

-Lenta penetracion.
-Artefactos de fijacion por
largo periodo de
conservacion.

-Fijador para uso histologico e
histopatoldgico.

- Para uso en
inmunohistogquimica.

- Uso en microscopio electrénico.

-Rapida penetracion.

-Endurece mucho los

-No se recomienda su uso solo,

CLORURO DE -Precipita todas las tejidos. se utiliza en las denominadas
MERCURIO proteinas. -Requiere de muestras mezclas mercuriales.
muy delgadas para tener
una buena fijacién.
-Fijador rapido para tejido
-Se recomienda para cerebral.
protocolos de -Baja penetracion. -Se recomienda utilizar en
ACETONA “inmunofluorescencia | -Disuelve las grasas. Criostato y técnicas de

directa”, para
deteccion de
complejos inmunes.

-Ocasiona fragilidad de los
tejidos en uso prolongado.

congelacion.

-Para acidos nucleicos y
protocolos de
inmunofluorescencia.
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Tabla 1.(CONTINUACION)

REACTIVOS FIJADORES SIMPLES

Reactivo Ventajas Desventajas Usos Recomendables
- Puede ocasionar un . ..
. o . -Puede utilizarse como fijador
-Tiene una endurecimiento excesivo i
enetracion del teiido para procesamiento en muestras
ETANOL P . jico. de microscopia electronica.
inmediata. -No puede usarse con

muchos fijadores
metalicos.

-Fija exitosamente los
cromosomas.

ACIDO ACETICO

-Buena penetracion.
-Se puede combinar
con cualquier otro
fijador.

-Nunca se utiliza solo.
-Precipita 4cidos nucleicos
y disuelve histonas.

- Se recomienda utilizar en
combinacién con otros agentes
fijadores como las sales de
mercurio, alcohol, etanol y formol

ACIDO PICRICO

-Inhibe los efectos de
las enzimas.

-Fija citoplasma
facilitando
coloraciones.

-Lenta penetracion.

-Se utiliza en mezclas.
- Permite la aplicacion de
técnicas tricromicas.
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TABLA 2.

FIJADORES COMPUESTOS (MEZCLAS)

Reactivo Ventajas Desventajas Usos Recomendables
-Penetra rapidamente. | -Puede encoger muestras | - Para empleo en muestras donde
-Buen fijador para grandes y volverlas duras | se aplicaran técnicas de
estudio del y quebradizas en coloracioén tricrémicas.
BOUIN glucégeno. fijaciones que excedan las | - Diagnostico Topografico.
24hr. - Citologia General.
- Técnicas que requieran
preservacion de lipidos y grasas.
- Descalcificacion de hueso.
-Rapida penetracién. | -Encoje y endurece los - Muestras de tejidos que
-Buen fijador de tejidos. requieran un inclusion rapida,
CARNOY glucégeno. -Hemodlisis de eritrocitos. como en el caso de biopsias.
-Buena fijacion - Sistema nervioso
nuclear. - Glucégeno.
-Se recomienda para | -Lenta penetracion, no - Buen fijador para microscopio
conservacion y tincion | penetra en muestras con electrénico
FLEMMING de cromosomas. mas de 2mm de espesor. | - Recomendado para apreciar
-La fijacién no es uniforme | mielina en tejido nervioso.
en todas las capas
celulares.
- Permite apreciar - Produce pigmentos de - Organos hematopoyéticos.
estructuras bicloruro de mercurio. - Métodos Tricromicos.
ZENKER morfolégicas muy
delicadas, como en el
caso de los tejidos
hematopoyéticos.
- Fija bien tejidos -La fijacién puede -Muestras para apreciar citologia
delicados como ocasionar dificultad para la | ultraestructural, ya que permite
tejidos tincion de los tejidos. apreciar organulos como
hematopoyéticos, mitocondrias y granulos de
HELLYS

medula 6sea, entre
otros.

secrecion.

-Organos hematopoyéticos.

- Discos intercalares.

- Estructura y células de 6rganos
endocrinos.
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TABLA 2. (CONTINUACION)

FIJADORES COMPUESTOS (MEZCLAS)

Reactivo Ventajas Desventajas Usos Recomendables
- Conserva bien - No permite buena - Para muestras de mucosa
estructuras delicadas | fijacion de muestras intestinal.
como frotis de liquidas o mucoides. - Puede utilizarse como fijador

SHAUDINN mucosa intestinal. -La eliminacién de las para protozooarios.

- Permite buena
conservacion de
trofozoitos y
protozooarios.

sales de mercurio debe
realizarse conforme a las
normas oficiales vigentes.

FIJADORES DE

- Conservan los
fosfolipidos en

- Penetran lentamente los
tejidos.

- Para muestras de
ultraestructura celular, ya que se

CROMATO muestras procesadas | - Pueden producir una observan organelos como
mediante inclusiéon en | contractura excesiva en mitocondria, aparato de Golgi, y
parafina. los tejidos. figuras mitGticas.

-Permite identificar - Los tiempos de fijacion -Para tefiir células

células son variables en los enterocromafines o pigmentos

enterocromafines. diferentes tejidos. gue contiene hierro.

. - Permite coloraciones -Para observar mitocondrias y
MOLLER como Hematoxilina de | -Endurece mas rapido las | adipocitos.

Regaud, Scharlachy | muestras con consistencia | - Muestras que requieran

Sudan Ill. mas dura al final. coloraciones como: Hematoxilina
de Regaud, Scharlach y Sudan
I,

- Permite una -Las muestras después de | -Se utiliza para estudio de

adecuada fijacion de | fijarse necesitan un lavado | procesos degenerativos y

ORTH las células evitando la | excesivo de 8-10 horas en | necrosis.

contracciéon
pericelular.

agua que circule (agua
corriente)

- Se recomienda para
observacion de células
cromafines, mielina, entre otros.
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TABLA 3.

FIJADORES DE RECIENTE CREACION.

REACTIVO VENTAJAS DESVENTAJAS | USOS RECOMENDABLES
- Preserva bien la - Es muy téxico por sus - Permite aplicacion de técnicas
morfologia y componentes. para biologia molecular como es

METHACARN estructura celular. - No puede utilizarse en el caso de PCR.

- Permiten la todos los aparatos - Permite realizar estudios de
extraccion de DNAy | automatizados para inmunohistoquimica.
RNA de alta calidad. | procesar tejidos.
-Conserva muy bien - Por el momento, la - Utilizacion de antigenos
la morfologia celular. | literatura no menciona tisulares en técnicas
- Reduce la lisis desventajas. inmunohistoquimicas.

FineFIX celular. - Recuperacion 6ptima de DNA 'y
-Realza la tonalidad RNA para analisis moleculares.
de los colores en los
tejidos.
- Preserva bien la -El protocolo de fijacion es | - Permite aislamiento de agentes
estructura celular. complejo. como virus, priones y bacterias.
- Permite estudios - Requiere mantener las - Se recomienda para realizar

HOPE retrospectivos a nivel | muestras refrigeradas técnicas como PCR, hibridacion
molecular. (4°C). in situ de RNA y localizacion de
-Conserva muy bien - DNA.
los acidos nucleicos.
- Permite conservar -No puede utilizarse en | - Para trabajar muestras de
las muestras a todos los aparatos | tejidos que requieran técnicas de
temperatura automatizados para | inmunohistoquimica y/o biologia
ambiente. procesar tejidos molecular.
RCL2

- Preserva muy bien
las estructuras y
moléculas de las
células y tejidos.
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CONCLUSIONES

Los reactivos fijadores desarrollados en el siglo XX, permiten obtener tejidos con
una calidad que es recomendada basicamente para estudios histolégicos o
histopatolégicos, en donde se requiere Unicamente la apreciacion de la morfologia

de las células y sustancias intercelulares.

Entre los reactivos anteriores mas empleados son: formol, etanol, glutaraldehido,
acetona, acido acético, 4cido picrico, cloruro de mercurio y mezclas fijadoras como

Bouin, Carnoy, Zenker, Helly’s, Shaudinn, Méller, Orth, entre otros.

Existen algunos reactivos fijadores como el formol, acetona, y glutaraldehido,

pueden recomendarse para la aplicacibn de técnicas histoquimicas o

inmunohistoguimicas.

Existen reactivos fijadores que permiten que las muestras sean trabajadas para su

observacion y estudio en microscopio electronico tal es el caso de: tetradxido de

osmio, etanol, glutaraldehido.

Los reactivos fijadores anteriores deben recomendarse para utilizarse en tejidos
gue seran estudiados con fines histolégicos e histopatoldgicos y preferentemente

mediante el uso de microscopia foténica y en algunos casos electronica.

Los reactivos fijadores de reciente creacion desarrollados a finales del siglo XXy
principios del siglo XXI, permiten estudios histologicos, histopatologicos y
aplicacion de técnicas de biologia molecular (PCR, secuenciacion de DNA e

hibridacion in situ).

Los reactivos fijadores de nueva creacion pueden presentar desventajas, por lo
gue es muy importante que antes de utilizarlos se realice una planeacion de los
posibles usos analizando ventajas, desventajas, precauciones para Su uso y su
precio, ya que los “reactivos fijadores nuevos” pueden incrementar los costos de la

investigacion o estudio en cuestion.
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